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O fenol é utilizado na indústria como agente desinfetante no preparo
de resinas fenólicas e pigmentos de tintas. Apresenta-se no estado
sólido à temperatura ambiente, com coloração fracamente rósea,
odor acre e higroscópico. Na exposição ocupacional aguda o
composto pode levar a lesões eritematosas e, cronicamente, afetar
a maturação celular no compartimento medular ósseo devido à
formação de quinonas livres e 1,4-benzoquinona, proveniente do
metabolismo hepático da hidroquinona via CYP2E1. A
monitorização biológica possui relevância nas situações de
exposições ocupacionais. Para tal, utiliza-se o fenol urinário,
considerado bioindicador de exposição a este composto. O objetivo
do presente trabalho foi validar uma técnica de extração líquido-
líquido para quantificar o fenol urinário, por meio da cromatografia
em fase gasosa com detetor de ionização por chama (CG/DIC) em
urina de trabalhadores expostos ao fenol em fundições. O método
mostrou-se linear de 5 a 200 µg/mL; coeficiente de regressão linear
(r2) de 0,999; limites de detecção e quantificação 2,0 e 5,0 µg/mL,
respectivamente; precisão intra-ensaio entre 4,5 e 8,9% e inter-
ensaio entre 5,7 e 14,2%; exatidão entre 6,2 e 11,9% e recuperação
superior a 87%. O método demonstrou ser simples e rápido.
Amostras provenientes de trabalhadores expostos ao fenol foram
analisadas comprovando a aplicação da técnica na monitorização
biológica.
INTRODUÇÃO
A utilização de resinas fenólicas na indústria de
fundição data da década de 1950, quando foram ampla-
mente empregadas em substituição aos cimentos natu-
rais, tais como a bentonita para a confecção de moldes
em área de macharia ou preparo de molde (Balmgärtel,
1984).
O processo usado na manufatura de moldes requer
materiais moldantes, ligantes ou aglutinantes,
compactantes e aceleradores de enrijecimento, dentre eles
o fenol, com intuito de manter a estabilidade e a resistên-
cia à compressão (Mirer, 1998).
Neste contexto, o fenol é um composto da classe dos
hidrocarbonetos aromáticos monossubstituídos, obtido
naturalmente a partir do alcatrão da hulha e sendo
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freqüentemente utilizado como desinfetante industrial, na
manufatura de nylons, bem como na indústria de petróleo.
Apresenta-se no estado sólido, com aspecto cristalino e
coloração fracamente rósea ou branca, odor acre,
higroscópico, moderadamente volátil à temperatura ambi-
ente, fracamente ácido e ionizado por reações eletrofílicas
e de oxidação (Hee, Shane, 1993; WHO, 1994; Stork,
1997; Hodgson, Levi, 1997; OSHA, 2001; U. S. EPA,
2002; CHEMINFO, 2003).
Em exposições agudas o fenol apresenta toxicidade
de moderada à alta. Em humanos, a dose letal (DL) é es-
timada em 70 mg/kg e a DL50 em ratos e coelhos é de
340 mg/kg e 850 mg/kg, respectivamente. Estudos clíni-
cos dermatológicos afirmam que o fenol é agressivo à
pele e é utilizado em processos de peeling. Em exposi-
ções ocupacionais, o fenol pode levar a rash cutâneo,
com o aparecimento de lesões eritematosas e necrose
tecidual (WHO, 1994; Zimerson, 1997; Owen, Beck,
2001; U.S. EPA, 2002; CHEMINFO, 2003).
O fenol é rapidamente absorvido, após exposição
por via inalatória, dérmica e oral, sendo distribuído por
todos os tecidos. É biotransformado no fígado sofrendo
reações de fase I e II e seus produtos de biotransformação
podem ser eliminados a partir de conjugações com sulfa-
to, glutationa e ácido glicurônico, principalmente via
P4502E1 (CYP2E1). Além disso, pode sofrer ação na
medula por mieloperoxidases liberando quinonas reativas,
que seriam, via NQO1 (quinona oxidorredutase), reduzi-
das novamente a hidroquinona. Tal situação metabólica
poderia aumentar o estresse oxidativo e posteriormente al-
terar o crescimento e diferenciação celular no comparti-
mento medular (McDonald et al., 2001).
O fenol é eliminado pela urina, fezes, saliva e suor,
sendo a primeira a principal via de excreção. Seu tempo de
meia-vida biológica é de, em média, 12 horas
(CHEMINFO, 1994).
Estudos in vivo e in vitro evidenciam a presença de
ligações covalentes entre o fenol e proteínas plasmáticas,
além de tecidos. Alguns produtos de biotransformação po-
dem, também, ligarem-se às proteínas pelo fato de que o
fenol e seus produtos de biotransformação, possuindo ca-
ráter eletrofílico, teriam afinidade com sítios nucleofílicos
de grupamentos N·, O· ou S· pertencentes a estruturas
protéicas e/ou ao material genético (Kanerva et al., 1994;
WHO, 1994; Snyder, 2004).
Dessa forma, a monitorização biológica – men-
surações periódicas de biomarcadores, que podem ser
definidos como “substâncias exógenas, metabólitos ou
produtos da interação entre xenobióticos e algum alvo
celular que é quantificado num compartimento do organis-
mo” – possui papel relevante e complementar nas infor-
mações sobre situações de exposições laborais (Mutti,
1999; Vainio, 1998; Viau, 2002).
Para tal, a presença de fenol na urina é considerada
indicador biológico da exposição ocupacional ao compos-
to, sendo quantificado de acordo com a legislação especí-
fica (NR-7), em função da concentração da creatinina
urinária (Tabela I) (Brasil, 1994).
No que se refere à metodologia utilizada na determi-
nação biológica do fenol urinário vários autores sugerem
técnicas analíticas tais como CG/DIC (cromatografia ga-
sosa com detetor de ionização por chama), CLAE
(cromatografia líquida de alto desempenho), CG/EM
(cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de mas-
sa), CL/EM (cromatografia líquida acoplada à espec-
trometria de massa) e espectrofotometria UV/VIS
(Yamaguci, Hayashi, 1977; Ong et al., 1989; Mutti, 1999;
Georgieva et al., 2002; Laurens et al., 2002; Boatto et al.,
2004; Manini et al., 2004).
O presente trabalho teve por objetivo validar um
método analítico para determinar fenol na urina, utilizan-
do-se a técnica de cromatografia em fase gasosa com
detetor de ionização por chama (CG/DIC) com a finalida-
de de sua aplicação na monitorização biológica de traba-
lhadores possivelmente expostos ao fenol em material à
base de resinas fenólicas.
MATERIAL E MÉTODOS
Soluções-padrão
Foram preparadas soluções padrão de fenol e
nitrobenzeno, utilizado como padrão interno, (PI) em
metanol nas concentrações de 1000 µg/mL, obtidos das
empresas Riedel-de-Haën® e Androl Produtos Químicos®,
respectivamente.
TABELA I - Parâmetros da NR-7 * relativos à exposição ocupacional ao fenol
Material IndicadorBiológico –IB VR IBMP MétodoAnalítico Amostragem
Urina Fenol 20 mg/g creat. 250 mg/g creat. CG FJ
* VR - Valor de referência, IBMP - Índice biológico máximo permitido, CG – Cromatografia gasosa, FJ - Final de
jornada, exceto 1ª dia da semana, creat. - creatinina. (Brasil, NR - 7, 1994)
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Amostras de trabalhadores expostos
Amostras provenientes de 10 (dez) trabalhadores de
indústria de fundição, 7(sete) em contato com materiais à
base de resinas fenólicas na área de macharia e 3(três)
considerados controles não expostos, que trabalhavam na
área de montagem e embalagem das peças metálicas, fo-
ram coletadas como preconizado pela Legislação (NR-7)
vigente, de acordo com o projeto de pesquisa aprovado
pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FCF/USP (Ofício
CEP n° 077/2004) e analisadas no Laboratório de Pesqui-
sas Toxicológicas, da Universidade de São Paulo.
Preparo das amostras
Para a padronização do método analítico foi utiliza-
do um pool de urina de voluntários homens e mulheres
sadios, acadêmicos da Universidade de São Paulo, que
declararam não terem sido expostos ocupacionalmente a
compostos fenólicos.
Além da exposição ocupacional, o fenol urinário
pode ser proveniente de outras fontes, tais como substân-
cias presentes em alimentos e no ambiente (Scalbert,
Williamson, 2000). Assim, com a finalidade de
minimizar estas possibilidades, um pool de urina foi
tratado com ácido clorídrico 37%, na concentração de
10% em relação à urina, mantendo-se sob aquecimento
até total evaporação. Esta urina foi considerada como
controle negativo ou branco após ter sido reconstituída
com água mili-Q®.
Otimização das condições cromatográficas
Para melhor resolução cromatográfica do fenol fo-
ram estabelecidas as condições cromatográficas para a
realização do experimento analítico.
Foi utilizado equipamento de cromatografia em fase
gasosa Hewlett-Packard® 6890 equipado com detector de
ionização por chama (CG/DIC) nas seguintes condições:
razão de divisão no injetor (1:20); coluna megabore de
sílica fundida 100% de polidimetilsiloxano com as dimen-
sões de 15m x 0,53 mm x 1,50 µm (HP-1); temperatura do
injetor 200 °C; gás de arraste, nitrogênio a uma vazão de
50 mL/min; programação da temperatura do forno: 60 °C
(2 min), 10 °C/min até 120 °C e 120 °C por 2 min.
Método proposto para determinação do fenol em urina
Em um tubo de vidro esmerilhado foram colocados
5,0 mL de urina controle negativo, 50 µL do padrão in-
terno, volumes relativos às concentrações desejadas do
padrão analítico (a partir da solução-mãe de fenol
1000 µg/mL) e 1,0 mL de ácido clorídrico 37%. A mis-
tura foi submetida a aquecimento em estufa a 95 °C por
1 h e 30 min. Após resfriamento, foi adicionada à mistura
5,0 mL de éter etílico e 1,0 g de NaCl. A mistura foi agi-
tada em mesa agitadora, por 10 minutos e foram
coletados 3 mL da fase orgânica e 2,0 µL da mesma fo-
ram injetados no cromatográfo (CG-DIC).
Determinação da densidade e da creatinina urinária
As amostras de urina foram corrigidas e ajustadas
pela medição da densidade e da determinação da
creatinina urinária. A densidade foi medida com auxílio de
um urodensímetro e os teores de creatinina foram determi-
nados por método espectrofotométrico usando-se um Kit
Labtest®.
Validação do método
As condições de preparação das amostras juntamen-
te com a etapa de análise cromatográfica foram validadas
para assegurar a qualidade, confiabilidade e aplicabilidade
do método.
A validação foi implementada pelo estabelecimento
dos valores de limite de detecção, limite de quantificação,
linearidade, precisão intra e inter-ensaio, exatidão, recupe-
ração e estabilidade do analito na matriz.
Limites de detecção e de quantificação
O limite de detecção (LD) foi determinado por meio
de diluições sucessivas da amostra adicionada de fenol até
a menor concentração detectável, na qual foi possível ob-
ter picos integrados pelo equipamento na relação de 3
vezes a relação sinal/ruído, nas condições cromatográficas
otimizadas, em seis replicatas e coeficiente de variação
menor que 20% (Causon, 1997; Chasin et al., 1998;
Queiroz et al., 2001).
O limite de quantificação (LQ) do método foi ava-
liado por meio da análise de amostra adicionada de con-
centrações decrescentes do composto até a menor concen-
tração determinável com precisão e exatidão aceitáveis e
com coeficiente de variação (CV) menor ou igual a 10%.
Para a realização das análises foi usado o procedimento
descrito acima (n=6) (Causon, 1997; Chasin et al., 1998).
Linearidade
Foram utilizadas as seguintes concentrações: 5, 10,
50, 100, 150 e 200 µg/mL de fenol em urina, analisadas
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em triplicata/concentração, juntamente com 50 µg/mL de
padrão interno.
A linearidade da curva foi avaliada por meio da
equação da reta e do coeficiente de determinação (r2) da
curva, o qual deve ser superior a 0,98 (Causon, 1997;
Chasin et al., 1998; Queiroz et al., 2001; Brasil, 2003).
Precisão intra e inter-ensaio
As precisões intra e inter-ensaio foram determina-
das por meio da extração em sextuplicata de amostras
fortificadas nas concentrações urinárias de 15, 85 e
150 µg/mL analisadas no dia e em três dias consecutivos.
A precisão foi calculada indiretamente, por meio da im-
precisão, dada pelo coeficiente de variação (CV) das áre-
as relativas obtidas, sendo que este não deve ser superi-
or a 15% (Causon, 1997; Chasin et al., 1998; Queiroz et
al., 2001).
Exatidão
Para o estudo da exatidão, foi determinada a concentra-
ção de fenol presente em amostras consideradas como refe-
rência negativa, analisando-se o pool de amostras de urina
obtidas de indivíduos controle negativo nas concentrações de
15, 85 e 150 µg/mL em sextuplicata. A inexatidão foi calcu-
lada pela tendenciosidade (bias) de acordo com a equação:
Conc. Obtida - Conc. Esperada x 100
Inexatidão (%) = ———————————————
Conc. Esperada
A exatidão não deve ser superior a 15% (Chasin et
al., 1998; Queiroz et al., 2001; Brasil, 2003).
Recuperação
Com objetivo de se avaliar a eficiência do método de
extração da amostra, após esta ter sido submetida à
hidrólise ácida, conforme descrito acima, e, verificarem-
se possíveis alterações na determinação, amostras
identificadas como brancos foram analisadas. Por compa-
ração da resposta quando a adição foi feita antes da extra-
ção versus a resposta quando a adição foi realizada após
o procedimento de extração, obteve-se a porcentagem do
analito recuperado, posteriormente à hidrolise ácida
(Chasin et al., 1998; Causon, 1997; Brasil, 2003).
Estabilidade do analito
A estabilidade do analito foi determinada pela
quantificação do fenol adicionado na urina numa concen-
tração de 50 µg/mL. Alíquotas de 5 mL foram armazena-
das (n=3) em geladeira a 4 °C e em congelador a (-20 ºC).
A estabilidade do analito foi calculada por meio do coefi-
ciente de variação (CV) das áreas dos picos relativos às
analises realizadas após 6, 12, 24 e 48 horas. Os resulta-
dos foram comparados com aqueles obtidos nas análises
do tempo zero (Causon, 1997).
RESULTADOS
A Figura 1 apresenta cromatogramas obtidos na aná-
lise de amostras de urina adicionada de 50 µg/mL de fenol,
de trabalhador exposto e branco. A análise revela a presença
de fenol na concentração de 38,1 mg/g creatinina.
A curva de calibração demonstrou ser linear (5 -
200 µg/mL). A equação de regressão linear e o coeficiente
de determinação foram, respectivamente: y = 0,0791x +
0,0558 e r2 = 0,999.
Os parâmetros de validação do método (LD, LQ,
precisão intra e inter-ensaio, exatidão e recuperação) para
determinação do fenol urinário estão dispostos na Tabela II.
Estabilidade
Os resultados do estudo da estabilidade do fenol
em amostras de urina, adicionadas na concentração de
50 µg/mL, são indicados nas Tabelas III e IV, referindo-
se, respectivamente, à estabilidade do analito, em
alíquotas de 5 mL de urina armazenadas (n=3) em gela-
deira a 4 °C e em congelador a -20 ºC, após 6, 12, 24 e 48
horas. A concentração obtida, corresponde à média da
determinação realizada em triplicata da alíquota analisa-
da.
As amostras de 10 (dez) trabalhadores, 3 (três) de-
las consideradas controles provenientes de indivíduos não
expostos ao fenol, bem como 7 (sete) delas consideradas
como sujeitos expostos, foram analisadas apresentando
valores entre 7,7 – 38,1 mg/g creatinina. Os resultados das
análises, por trabalhador, estão dispostos na Tabela V.
DISCUSSÃO
Segundo a NR-7, fenol urinário é considerado indi-
cador biológico de exposição ocupacional ao fenol. Este
composto, apesar de ser encontrado na urina, originário de
outras vias metabólicas (proveniente de alimentos ou de
exposições a compostos que possuem o fenol como pro-
duto de biotransformação), é utilizado na monitorização
biológica com valor de referência conhecido (Tabela I) e
considerado para a correta avaliação da exposição
ocupacional (Brasil, 1994).
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Alguns métodos para determinação de fenol em
amostras biológicas têm sido relatados na literatura ci-
entífica, utilizando-se técnica de espectrofotometria
UV/VIS (Yamaguci, Hayashi, 1977), cromatografia lí-
quida de alta eficiência (CLAE) (Mutti ,  1999),
cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à
espectrometria de massas (CL/EM) (Manini et al.,
2004), cromatografia em fase gasosa com detetor de
ionização por chama (CG/DIC) (Ong et al., 1989),
cromatografia em fase gasosa acoplada à espec-
trometria de massas (CG/EM) (Laurens, 2002; Boatto
et al., 2004). Resultados obtidos com esses métodos
têm demonstrado a possibilidade de utilizá-los para de-
terminação de fenol urinário em trabalhadores expostos
em ambiente ocupacional.
A legislação brasileira recomenda a determinação
do fenol urinário na monitorização biológica por método
de cromatografia em fase gasosa com detetor de ionização
por chama, de acordo com a Tabela I (Brasil, 1994).
Outras entidades internacionais, tais como a
American Conference of Governmental Industrial
Hygienists  (ACGIH), o National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH), bem como a
Organization for Safety and Health Administration
(OSHA) preconizam a quantificação de fenol urinário,
como indicador biológico da exposição ao fenol (Niosh,
1994; Osha, 2001; Acgih, 2005).
TABELA II - Parâmetros de confiança na validação do
método de determinação de fenol urinário



















LD: Limite de detecção; LQ: Limite de quantificação;
C1 = 15 µg/mL; C2 = 85 µg/mL; C3 = 150 µg/mL;
CV: Coeficiente de variação.
FIGURA 1 – Perfil cromatográfico obtido de amostras: (A) adicionada de fenol na concentração de 50 µg/mL; (B)
amostra de trabalhador exposto ao fenol na concentração de 38,1 mg/g creatinina e (C) amostra branco de urina. (PI –
padrão interno).
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No presente trabalho, a cromatografia em fase ga-
sosa com detetor de ionização por chama foi utilizada
como técnica para a quantificação de fenol urinário. O
método, baseado na extração líquido-líquido, demons-
trou ser procedimento prático e rápido, em comparação
a métodos que utilizam extração em fase sólida (SPE)
(Manini et al., 2004) ou hidrólise enzimática (Adlard et
al., 1981). O método utilizado neste trabalho permite a
análise de 40 amostras diárias, oferecendo mais agili-
dade na determinação analítica e comparando-se ao mé-
todo similar validado por Ong et al. (1989), devido a
modificações na coluna empregada e na programação
na rampa analítica, com tempo de desenvolvimento de
10 minutos, em oposição aos 15 minutos observados no
trabalho do autor.
No estudo da especificidade foi observada boa sepa-
ração cromatográfica, os estudos de precisão intra e
interensaios, com CV < 15%, demonstraram que alíquotas
de 5 mL de urina para a determinação de fenol urinário são
suficientes. Além disso, a utilização de éter etílico (5 mL)
para a extração do fenol da fase aquosa demonstrou ser
eficaz na técnica empregada.
A temperatura da estufa de 95 °C não promoveu
degradação importante do fenol e seu padrão interno,
provavelmente pelo uso de tubo com tampa esme-
rilhada. Este permitiu equilíbrio entre a pressão de va-
por (pV) do solvente e a do ambiente tamponado. Após
o aquecimento os tubos eram acondicionados em reci-
piente contendo gelo para oferecer menor influência na
evaporação do fenol.
A adição de NaCl foi importante para promover o
efeito “ salting out ”, em que a adição do sal diminui a liga-
ção do hidrogênio da água com o analito e, assim, a água é
“ seqüestrada ” pela hidratação do sal (Ong et al., 1989).
O nitrobenzeno foi escolhido como padrão inter-
no devido à semelhança estrutural em relação ao fenol,
não ser encontrado normalmente na urina, ter ponto de
ebulição relativamente próximo ao do fenol e tempo de
eluição bastante satisfatório nas condições cromato-
gráficas padronizadas. As duas substâncias são detec-
tadas em menos de dez minutos, permitindo análise
rápida (Ong et al., 1989; Niosh, 1994).
A técnica analítica proposta demonstrou ser alta-
mente precisa e exata com o emprego do padrão interno
nitrobenzeno. Valores adequados de sensibilidade e
linearidade também foram obtidos para o analito. No
parâmetro de recuperação a técnica empregada apresen-
tou-se satisfatória demonstrando, por meio dos valores
encontrados, perda aceitável frente às condições propos-
tas (recuperação superior a 87% para o fenol). O coefici-
ente de determinação (r2) foi superior a 0,99 dentro da
faixa de interesse de 5 – 200 µg/mL, sendo, portanto, apro-
priado (Causon, 1997; Chasin et al., 1998; Queiroz et al.,
2001; Brasil, 2003).
A estabilidade foi avaliada segundo duas formas de
conservação de amostras de urina: geladeira e freezer. As
respectivas análises de estabilidade demonstraram que o
método é estável nas condições preconizadas pela legisla-
ção em vigor e, no caso de transporte das amostras, estas
podem ser acondicionadas em caixa de isopor com manu-
TABELA V – Resultados das determinações de fenol
urinário em trabalhadores não-expostos e expostos
ocupacionalmente ao fenol











 Observação: (N.D.) = abaixo do LQ (5,0 mg/mL).
TABELA IV – Estudo da estabilidade do fenol em amostras
de urina (50 µg/mL), mantidas em freezer a – 20 °C






* n: número de amostras analisadas = 3.
TABELA III – Estudo da estabilidade do fenol em amostras
de urina (50 µg/mL), mantidas em geladeira a 4 °C






* n: número de amostras analisadas = 3.
Determinação de fenol urinário por cromatografia em fase gasosa 285
tenção, por 48 h, sem alteração significativa na perda do
analito (Adlard et al., 1981).
O NIOSH considera como valor de referência de
fenol urinário o intervalo entre 4,5 – 20,7 mg/g creatinina.
Já a legislação brasileira preconiza VR (valor de referên-
cia) de 20 mg/g creatinina e Índice Biológico Máximo
Permitido (IBMP) de 250 mg/g creatinina. Assim, valores
de fenol urinário em amostras dos trabalhadores indicam
que os indivíduos expostos, em indústria de fundição com
preparo de materiais à base de resinas fenólicas, encon-
tram-se abaixo do valor-limite considerado seguro para a
saúde e bem-estar do indivíduo no ambiente de trabalho.
CONCLUSÕES
O método validado para determinação de fenol
urinário por cromatografia em fase gasosa com
detecção de ionização por chama demonstrou ser sim-
ples, rápido, eficiente, podendo ser facilmente aplica-
do na monitorização biológica de indivíduos expostos
ao fenol.
O método validado pode ser usado na determinação
de fenol urinário para monitorização biológica da exposi-
ção ocupacional.
ABSTRACT
Determination of urinary phenol by gas
chromatography in workers using phenolic resins in
foundries
Phenol is used as an industrial chemical, disinfectant
agent, in the preparation of phenolic resins and paint
pigments. When in solid state, it shows a light pink color,
ocre odor, and is hygroscopic. In acute occupational
exposure, the compound can produce erythemic injuries
and burn sensation and, chronically, affect the cellular
maturation of bone marrow due the free quinones and
1,4-benzoquinone, deriving from hepatic metabolism of
the hydroquinone by P450 isozyme (CYP2E1). The
biological monitoring is important in occupational
exposure situations. So, urinary phenol, considered the
biological indicator of phenol exposure has to be
determined. The aim of this work was to validate a
method for urinary phenol quantification, using liquid-
liquid extraction. Gas chromatography with flame
ionization detector (GC/FID) was used in this method.
The analytical procedure showed linearity in the
dynamic range of the assay from 5 – 200 µg/mL. The
limits of detection (LOD) and quantification (LOQ)
were: 2.0 and 5.0 µg/mL, respectively. Intra-assay
precision coefficient was between 4.5 – 8.9% and the
inter-assay precision coefficient was between 5.7 –
14.2%. The accuracy coefficient was between 6.2 –
11.9%. Recovery values were higher than 87%. The
coefficient of correlation was 0.999. The method is
simple, rapid and efficient. Urine samples from workers
exposed to phenolic resins were analyzed to show the
method application in biological monitoring.
UNITERMS: Phenol. Gas chromatography. Biological
monitoring.
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